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Резюме:  Исследование проведено с целью выявления перспективности применения

рекомбинантных  БТШ70 и их  производных пролонгированного  действия  для  повышения

устойчивости  к  воздействию и предотвращению  развития  токсического  отёка  лёгких  при

ингаляционном  поражении  оксидами  азота.  Разработано  средство  на  основе

рекомбинантного  БТШ70  для  защиты  от  токсического  отёка  лёгких  и  повышения

устойчивости  к  воздействию  пульмонотоксикантами.  Рекомбинантный  БТШ70  и  его

производные пролонгированного действия снижают лейкоцитарную инфильтрацию лёгких,

содержание  провоспалительных  цитокинов  -  IL6,  HMGB1,  повышают  уровень

противовоспалительного  цитокина  IL10  в  крови,  а  также  препятствуют  развитию

«цитокиновой  бури»  и  токсического  отёка  лёгких,  повышают  устойчивость  организма  к

воздействию  пульмонотоксикантами.  Защитный  эффект  при  ингаляционных  поражениях

оксидами азота наиболее выражен у конъюгатов БТШ70 с Fc- фрагментом IgG человека —

БТШ70-Fc.

Ключевые  слова: устойчивость  к  воздействию  пульмотоксикантами,  токсический

отек  легких,  «цитокиновая  буря»,  лейкоцитарная  инфильтрация,  БТШ70,  БТШ70-ПЭГ,

БТШ70-Fc.
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A REMEDY DELIMITING TOXIC PULMONARY EDEMATIZATION AND

ENHANCING RESISTANCE TO NITROGEN OXIDE

Zemlyanoy A.V., Onikienko S.B., Dulov S.A., Varlashova M.B., Vivulanets E.V.,

Erunova N.V., Borodavko V.K., Smurov A.V.

Abstract:  Research  aimed  to  assess  the  use  of  HSP70  recombinant  proteins  and  their

prolonged-action derivatives for enhancing resistance to pulmonary toxicants and preventing toxic

pulmonary edema on inhalation intoxication with nitrogen oxides was performed. A remedy against

toxic pulmonary edema and for enhancement of pulmonary toxicants was developed. Recombinant

HSP70 and its prolonged-action derivatives decrease leukocyte infiltration and the blood levels of

the IL6 and HMGB1 anti-inflammatory cytokines and increase the blood level of the IL10 anti-

inflammatory cytokine. They prevent the cytokine shock and toxic pulmonary edema and enhance

resistance to pulmonary toxicants. The most expressed protective effect on inhalation intoxications

with  nitrogen  oxides  is  characteristic  of  HSP7  conjugates  with  human  IgG−Fc  fragment

(HSP70−Fc).

Key words: resistance to  pulmonary toxicants,  toxic  pulmonary edema,  cytokine  storm,

leukocyte infiltration, HSP70, HSP70-PEG, HSP70-Fc.

Введение

Пульмонотоксиканты занимают одно из ведущих мест в перечне высокотоксичных

химических веществ, ингаляционные поражения которыми наиболее вероятны в результате

техногенных  катастроф  на  химических  объектах,  авариях  при  обслуживании  ракетной

техники,  пожарах.  Формирование  патологических  процессов  при  действии,  в  частности,

удушающих  веществ  (оксиды  азота,  фосген  и  др.),  имеет  общий  характер.  В  результате

отравления у пострадавших развивается такое грозное осложнение как острый токсический

отёк лёгких (ТОЛ).

До  настоящего  времени  актуальным  является  поиск  и  разработка  средств

профилактики  и  неотложной  терапии  интоксикаций  пульмонотоксикантами,  средств  по

снижению выраженности ТОЛ.

В патогенезе ТОЛ важную роль играют активация Fс-рецепторов легких [3], развитие

в  легких  тканевой  лейкоцитарной  инфильтрации  и  «цитокиновой  бури»,  индукция

провоспалительных цитокинов – IL6 и амфотерина (HMGB1) [5, 7].
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Применение  антигипоксантов  на  основе  конденсированных  индолов  [2],

антиоксидантов  [8],  электрофильных  соединений  –  гексаметилентетрамин,  цистеин,

глутатион [9], ингибиторов NO-синтазы [1], перфторана [10], низкомолекулярного гепарина

[11], полифенолов – производных урсоловой и кофейной кислот [12, 4], индукторов БТШ70

[5, 6] не достаточно эффективно препятствуют развитию ТОЛ. 

Настоящее  исследование  посвящено  уточнению  механизмов  развития  ТОЛ  и

разработке  новых  высокоэффективных  средств  повышения  устойчивости  к  воздействию

пульмонотоксикантами и предупреждения развития ТОЛ.

Материалы и методы

Исследования выполнены на 100 белых мышах-самцах линии СВА массой 20-24 г,

которых подвергали острому ингаляционному воздействию оксидами азота. Ингаляционное

воздействие оксидов азота осуществляли в затравочной камере. Концентрация оксидов азота

в  камере  поддерживалась  на  уровне  6000  мг/м3 (в  пересчете  на  NO2).  Ингаляцию

осуществляли в течение 7 минут. Доза токсиканта и экспозиция были установлены опытным

путем  и  соответствовали  CL90.  Для  повышения  устойчивости  к  воздействию

пульмонотоксиканта и предотвращения развития ТОЛ использовали БТШ70, его конъюгаты

с полиэтиленгликолем (БТШ70-ПЭГ) и гибридные белки на основе БТШ70 и Fc-фрагмента

антител  человека  (БТШ70-Fc).  Животные  были  разделены  на  5  групп.  БТШ70  вводили

внутрибрюшинно в дозе 50 мкг на мышь через 10 минут после отравления с последующим

ежедневным введением в течение 4 суток. Животным 1 группы вводили рекомбинантный

БТШ70,  2  группы  –  БТШ70-ПЭГ,  3  группы  –  БТШ70-Fc,  4  группы  (контроль)  –

физиологический раствор в том же объеме, 5 группа – интактные животные. Выраженность

отека легких определяли по легочному коэффициенту (ЛК) по формуле:

ЛК = масса легких/масса животного×1000.

В плазме крови мышей определяли уровень иммуноцитокинов –  IL6,  IL10,  HMGB1

(иммуноферментный анализ на анализаторе Personal LAB, Adaltis, Италия с использованием

специфических  компонентов  к  цитокинам  мышей  фирмы  «R&D Systems»,  США).

Содержание в крови лактатдегидрогеназы (ЛДГ) определяли на анализаторе SAPPHIRE-400

(Tokyo Boeki Ltd., Япония).

Результаты и анализ исследований

Установлено,  что введение БТШ70 и их производных пролонгированного действия

достоверно  повышают  выживаемость  экспериментальных  животных  при  развитии  ТОЛ

после  воздействия  оксидами  азота.  В  группе  контроля  выживаемость  составила  10 %.  В
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группах с введением БТШ70, БТШ70-PEG и БТШ70-Fc она повысилась до 65, 80 и 90 %,

соответственно, что в 6,5–9,0 раз превышает показатели группы контроля. 

Защитный эффект БТШ70-ПЭГ и БТШ70-Fc был достоверно более выражен, чем у не

модифицированного рекомбинантного БТШ70. 

Изменение  соотношения  провоспалительных  и  противовоспалительных  цитокинов

(IL6/IL10) и снижение уровня цитокина позднего действия HMGB1 под влиянием БТШ70 и

их  производных пролонгированного  действия  свидетельствует  о  том,  что  они  подавляют

системный  иммунный  воспалительный  ответ  при  ТОЛ  (таблица).  Наиболее  выраженный

защитный эффект выявлен у БТШ70-Fc.

Таблица – Влияние БТШ70 на выживаемость, легочный коэффициент, биохимические

показатели, уровень цитокинов в сыворотке крови у мышей через 24 ч после интоксикации

оксидами азота, M±m

Параметры
Группы животных

БТШ70
БТШ70

-ПЭГ
БТШ70

-Fc
Контроль И

нтактные
Выживаемость, % 65* 80* 90* 10 100

IL6, пг/мл 424,4±60,2* 392,5±95,6* 331,9±54,5* 1790,4 45,0±1,2

IL10, пг/мл 223,5±41,3* 208,5±77,4* 261,3±79,7* 21,3 5,1±0,8

IL6/ IL10 1,90* 1,88* 1,27* 84,1 8,8
HMGB1, нг/мл 109,7±13,5* 89,6±24,7* 75,3±25,8* 216,0 6,5±0,8
ЛК 15,5±1,3* 12,4±1,4* 9,8±0,7* 22,4 7,8±0,6
ЛДГ, ЕД/л

2251±425* 1985±430* 1230±545* 3521,0
183,2 
±10,5

Примечания: * - различия статистически значимы при Р ≤ 0,05 по сравнению с контролем

Маркерами  токсического  поражения  легких  являются  увеличение  ЛК,  повышение

активности ЛДГ, провоспалительных цитокинов IL6 и HMGB1. 

Полученные  результаты  свидетельствуют  о  том,  что  БТШ70  и  его  производные

повышают  устойчивость  организма  экспериментальных  животных  к  воздействию

пульмонотоксиканта и препятствуют развитию ТОЛ (таблица).

Установлено,  что  защитный  эффект  БТШ70-ПЭГ  и  БТШ70-Fc достоверно  более

выражен (P≤0,05) в сравнении с эффектом не модифицированного рекомбинантного БТШ70.

Результаты  морфометрии  биоптатов  свидетельствуют  о  том,  что  ингаляционное

поражение оксидами азота сопровождается развитием лейкоцитарной инфильтрации легких,

признаками  интерстициального  и  альвеолярного  отека  легких,  интраальвеолярных

геморрагий.

Установлено,  что  тяжесть  течения  ТОЛ коррелирует  с  показателями содержания  в

крови провоспалительного цитокина позднего действия  HMGB1. Результаты исследования
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выявили,  что  при содержании  HMGB1 в плазме ниже 90 нг/л  характерен  благоприятный

прогноз течения ТОЛ; при повышении значений выше 185 нг/л – неблагоприятный.

В  клинической  практике  при  массовом  ингаляционном  отравлении  (20  человек)

оксидами  азота  получены  предварительные  результаты,  свидетельствующие  также  о

корреляции уровня HMGB1 с тяжестью течения интоксикации.

Рекомбинантные БТШ70 и их производные пролонгированного действия значительно

уменьшают  выраженность  воспалительной  лейкоцитарной  инфильтрации  легких  и

предотвращают развитие  ТОЛ.  Наиболее выраженными защитными свойствами обладают

гибридные белки на основе БТШ70 и Fc-фрагмента антител человека - БТШ70-Fc.

Заключение

Рекомбинантные  защитные  белки  стресса  -  БТШ70  и  их  производные

пролонгированного действия – конъюгаты БТШ70 с полиэтиленгликолем и гибридные белки

на основе БТШ70 и  Fc-фрагмента антител человека являются перспективными средствами

повышения  устойчивости  организма  к  действию  пульмонотоксикантов,  предотвращения

развития  «цитокиновой  бури»,  снижения  выраженности  ТОЛ,  развивающихся  при

интоксикации окисидами азота.
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